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【研究背景・目的】 
 膠芽腫は原発性悪性脳腫瘍の中で最も高悪性度（WHO grade IV）で高頻度であり、5 年生
存率は 10%未満の致命的な疾患である[1]。膠芽腫の約 9割は発症時点でWHO grade IVであ
り、約 1 割は低グレードのグリオーマで発症し徐々に悪性転化し膠芽腫に至る。非侵襲的で
迅速で正確な診断法は、早期診断や初発時の確定診断、再発の診断に有用であるが、現状で
は膠芽腫の血液マーカーは臨床で実用化されておらず、非侵襲的な診断法として用いられる
画像診断では発症前の診断が困難であり、確定診断および再発の診断も不正確である。近年、
従来のタンパク質バイオマーカー探索法に比べて網羅性、定量性および感度に優れた
SWATH-MS法[2]が開発された。本研究室では liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
(LC-MS/MS)用いた quantitative targeted absolute proteomics (QTAP)法という多分子同時絶対定
量法を確立しており[3]、SWATH-MS法と QTAP法を組み合わせることで信頼性の高いバイオ
マーカー候補の絞り込みが可能である。本研究は、SWATH-MS法と QTAP法を組み合わせた
手法を用いて膠芽腫の血漿バイオマーカー候補を同定することを目的とした。 
 
【方法】 
 試料をトリプシン消化し、LC-MS/MS を用いてタンパク質定量を行った。本研究は東北大
学薬学部、金沢大学医学部および国立がん研究センターの倫理委員会の承認を受けて行った。 
 
【結果・考察】 
SWATH-MS法のデータベース構築 
 SWATH-MS 法では data independent acquisition (DIA)測定で検出されたピークからペプチド
を同定するために、data dependent acquisition (DDA)測定で得られたデータを蓄積したデータ
ベースが必要になる。本研究では、非腫瘍脳組織に比べて腫瘍組織で発現上昇している、あ
るいは腫瘍組織由来のタンパク質が高濃度で存在すると考えられる腫瘍組織近傍に形成され
た嚢胞中の嚢胞液で同定されるタンパク質が腫瘍組織由来の可能性がある信頼性の高いマー
カー候補と考え、膠芽腫患者の血漿のみでなく腫瘍組織および嚢胞液の DDA 測定を行いデ
ータベースを構築した。ペプチドを網羅的に定量するための DIA測定はペプチドの同定に必
要なデータベースを構築するための DDA 測定に比べて高感度であるため、一部の膠芽腫患
者の血漿および嚢胞液は、等電点電気泳動によって pH 3 – 10の範囲で 12フラクションに分
画して濃縮した後に DDA 測定を行った。また、膠芽腫組織は whole tissue lysate から細胞質
画分、ミクロソーム画分および細胞質画分に分画した後に DDA測定することで、膠芽腫組織
に存在するタンパク質をより多くデータベースに含まれるようにした。データベースには
2,930 タンパク質および 20,066 ペプチドが含まれた。等電点電気泳動を行った血漿および嚢
胞液の DDA測定では、非濃縮の血漿および嚢胞液の DDA測定で同定されたタンパク質に加
えて新規にそれぞれ 78および 553タンパク質が同定された。膠芽腫組織の細胞質画分、ミク
ロソーム画分および細胞質画分の DDA測定では、whole tissue lysateの DDA測定で同定され
たタンパク質に加えて新規にそれぞれ 169、610および 1,889タンパク質が同定され、それぞ
れ 27、39および 1,237タンパク質がそれぞれの画分でのみ同定された。 
 
膠芽腫の確定診断血漿マーカー候補の探索 
 SWATH-MS法による膠芽腫患者 14検体および健常者 15検体の血漿タンパク質の網羅的比
較定量を行った後に、同定された確定診断マーカー候補を QTAP 法で検証した。本研究で初
めて、Leucine-rich alpha-2-glycoprotein (LRG1)、Complement component C9 (C9)、Alpha-1-
antichymotrypsin (SERPINA3)、Gelsolin (GSN)、 Ig alpha-1 chain C region (IGHA1)および
Apolipoprotein A-IV (APOA4)の膠芽腫患者における血漿濃度が明らかにされ、健常血漿に比べ
て顕著に（p<0.05）変動することが示された。Receiver operating characteristic (ROC)解析を行
った結果、LRG1、C9、C-reactive protein (CRP)、 GSN、IGHA1および APOA4が Area under 
the curve (AUC) 0.8以上を示したため有望なマーカー候補と考えられた。マーカー候補の由来
も有望度の判断に重要である。細胞質画分の絶対定量解析を行った結果、膠芽腫組織におけ
る CRPを除く全てのマーカー候補の発現が非腫瘍脳組織に比べて上昇していた。膠芽腫患者
間でのマーカー候補の血漿濃度と細胞質画分におけるマーカー候補の総量の相関解析では
CRP (r=0.97)、C9 (r=0.81)、LRG1 (r=0.80)および SERPINA3 (r=0.60)で顕著な（p<0.05）正の相
関を示した。これは膠芽腫血漿におけるマーカー候補の濃度が腫瘍組織のマ－カー候補の量
で調節されることを示唆する。マーカー候補と膠芽腫の悪性化の関連を調べることを目的と
した膠芽腫患者間でのマーカー候補の血漿濃度と臨床所見（腫瘍サイズ、全生存期間および
無憎悪増殖期間）の相関解析では CRP (r=0.70)、C9 (r=0.67)および LRG1 (r=0.73)で腫瘍サイズ
との顕著な（p<0.05）正の相関を示した。CRPと C9は positive acute-phase proteinであり[4]、
LRG1も interleukin-6によって誘導される報告がある[5]。acute-phase proteinの血漿濃度と腫瘍
サイズの正の相関は巨大化した腫瘍組織の負荷が炎症性サイトカインを増加させ、acute-phase 
proteinの産生を促進したことが原因と考えられる。 
探索とは独立した膠芽腫患者 14 検体および健常者 34 検体の血漿を用いて探索で同定され
たマーカー候補の QTAP法による検証を行った。C9、SERPINA3および GSNが健常血漿に比
べて顕著に（p<0.05）変動することが示された。ROC解析を行った結果、GSNが AUC 0.8以
上を示したため有望なマーカー候補と考えられた。 
 
膠芽腫の確定診断血漿マーカー候補の評価 
 WHO grade IIIグリオーマ患者 4検体、WHO grade IIグリオーマ患者 8検体、WHO grade I
メニンジオーマ患者 4 検体および探索で使用した健常者 15 検体の血漿を用いて探索で同定
されたマーカー候補を QTAP法で測定し、脳腫瘍内での疾患特異性評価を行った。C9および
SERPINA3 は、探索とは独立した血漿を用いた検証で、健常血漿に比べて膠芽腫血漿で顕著
に（p<0.05）上昇していたが、健常血漿に比べてWHO grade I、II、および III脳腫瘍では有意
に変動していないため、脳腫瘍の中では膠芽腫に特異性が高いことが示唆された。GSNは探
索とは独立した血漿を用いた検証で、健常血漿に比べて膠芽腫血漿で顕著に（p<0.05）低下し
ていたことに加えて、健常血漿に比べてWHO grade I、II、および III脳腫瘍でも顕著に（p<0.05）
低下していた。またAPOA4は健常血漿に比べてWHO grade Iおよび III脳腫瘍で顕著に（p<0.05）
低下していた。したがって GSNは膠芽腫のみでなくWHO grade I、II、および III脳腫瘍の診
断マーカー候補として、APOA4はWHO grade Iおよび III脳腫瘍の診断マーカー候補として
有効であることが示唆された。 
 
膠芽腫の再発診断血漿マーカー候補の探索 
 SWATH-MS法による膠芽腫患者 1検体の術前、術後および再発血漿あるいは 2検体の術前
および術後血漿の網羅的比較定量を行い、有望度が高いと考えられる膠芽腫組織由来の可能
性のある術前に比べて術後で減少し、再発で再び上昇するタンパク質を選別した結果、
transthyretinが同定された。しかし同定されたペプチド（GSPAINVAVHVFRK）の C末端がト
リプシン消化効率を下げる RK であり、トリプシン消化効率の検体間のばらつきが術前、術
後および再発の差の原因である可能性があったため、transthyretinの定量に適したペプチドを
選び直し（VEIDTK）、探索で用いた検体を含む膠芽腫患者 6検体の術前、術後および再発血
漿の selected reaction monitoring測定で検証した。その結果、transthyretinが術前に比べて術後
で減少し、再発で再び上昇する結果は再現されなかったため、差の原因はトリプシン消化効
率の検体間のばらつきと考えられた。 
 また膠芽腫患者 6検体の術前、術後および再発血漿を用いて確定診断マーカー候補を QTAP
法で測定し、再発診断マーカーとしての評価を行ったが、複数の検体で共通して術前に比べ
て術後で減少し、再発で再び上昇する分子は認められなかった。マーカー候補が同定されな
かった原因としてマーカーが SWATH-MS法の定量下限以下であることが考えられるため、再
発診断マーカー候補を同定するために膠芽腫患者の初発および再発腫瘍組織を用いて
SWATH-MS法で探索を行う必要があると考えられた。 
 
【結論】 
 腫瘍組織由来と示唆された C9 および SERPINA3 が膠芽腫の確定診断マーカー候補として
同定された。一方、本研究で同定されたタンパク質が再発診断マーカーとして有望という結
果は得られなかった。 
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膠芽腫は最も高悪性度で頻度の高い脳腫瘍であり、早期発見は重要な課題である。しか
し、膠芽腫を診断する血漿バイオマーカーは実用化されていないのが現状である。近年、
再現性と定量性に優れた SWATH法が開発され、網羅的探索研究に大きな変革をもたらし
た。本研究は、最先端のプロテオーム手法を用いて膠芽腫の血漿バイオマーカー候補を同
定することを目的とした。 
SWATH法による膠芽腫患者 14検体および健常者 15検体の血漿タンパク質の網羅的比
較定量を行った後に、同定された候補分子を selected reaction monitoring modeによる多
分子同時絶対定量（quantitative targeted absolute proteomics、QTAP）で検証した。本
研究で初めて、Leucine-rich alpha-2-glycoprotein (LRG1)、Complement component C9 
(C9)、Alpha-1-antichymotrypsin (SERPINA3)、Gelsolin (GSN)、Ig alpha-1 chain C 
region (IGHA1)および Apolipoprotein A-IV (APOA4)の膠芽腫患者における血漿濃度が明
らかにされ、健常血漿に比べて有意に変動することが示された。Receiver operating 
characteristic解析を行った結果、LRG1、C9、C-reactive protein (CRP)、 GSN、IGHA1
および APOA4が Area under the curveが高値を示したため有望なマーカー候補と考えら
れた。マーカー候補の由来も有望度の判断に重要である。細胞質画分の絶対定量解析を行
った結果、膠芽腫組織における CRPを除く全てのマーカー候補の発現が非腫瘍脳組織に比
べて上昇していた。膠芽腫患者間でのマーカー候補の血漿濃度と細胞質画分におけるマー
カー候補の総量の相関解析では CRP、C9、LRG1および SERPINA3で有意な正の相関を
示した。これは膠芽腫血漿におけるマーカー候補の濃度が腫瘍組織のマ－カー候補の量で
調節されることを示唆する。マーカー候補と膠芽腫の悪性化の関連を調べることを目的と
した膠芽腫患者間でのマーカー候補の血漿濃度と臨床所見（腫瘍サイズ、全生存期間およ
び無憎悪増殖期間）の相関解析では CRP、C9および LRG1で腫瘍サイズとの有意な正の
相関を示した。CRPと C9は炎症によって誘導される positive acute-phase proteinであ
り、LRG1も炎症性サイトカインである interleukin-6によって誘導されることが報告され
ている。acute-phase proteinの血漿濃度と腫瘍サイズの正の相関は巨大化した腫瘍組織の
負荷が炎症性サイトカインを増加させ、acute-phase proteinの産生を促進したことが原因
と考えられる。 
以上、膠芽腫の血漿バイオマーカー候補として LRG1、C9、CRP、SERPINA3、APOB、
GSN、IGHA1 および APOA4 を同定した。本研究は、バイオマーカー探索研究において
網羅的プロテオミクスであるSWATH法および定量的標的プロテオミクスQTAP法の組み
合わせの有用性を実証した研究としても高く評価できる。 
 よって，本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
